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and Prevention) 
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PI  zaviralci virusne proteaze (angl. protease inhibitors) 
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Človeški virus imunske pomanjkljivosti (angl. human immunodeficiency virus, HIV) sodi med genetsko 
najbolj raznolike viruse. V doktorski disertaciji smo želeli določiti značilnosti epidemije HIV v 
Sloveniji in opredeliti slovenske izolate. V raziskavo smo vključili več kot polovico vseh novo 
odkritih HIV-pozitivnih oseb v Sloveniji v različnih časovnih obdobjih. Potrdili smo, da podtip B 
ostaja najbolje zastopan podtip v Sloveniji, določili smo ga v več kot 80 % izolatov. Odkrili smo, 
da je epidemija podtipa B v Sloveniji predvsem na račun lokalnega širjenja, saj je večina 
posameznikov (66 %) pripadala večjim filogenetskim skupinam. Pri osebah, ki so pripadale velikim 
filogenetskim skupinam smo našli statistično značilno povezavo z naslednjimi dejavniki: osebe so 
navedle Slovenijo kot državo, kjer so se najverjetneje okužile s HIV; diagnoza okužbe s HIV je bila 
postavljena po letu 2004; in pri osebah nismo odkrili mutacij povezanih z odpornostjo HIV. 
Statistično značilne povezave pripadnosti velikim filogenetskim skupinam s homo/biseksualnim 
načinom okužbe in nedavno okužbo nismo zaznali. Kljub temu je več kot polovica velikih 
filogenetskih skupin vključevala le posameznike moškega spola in dve filogenetski skupini le 
posameznike iz skupine moških, ki ima spolne odnose z moškimi (MSM). Izvor najstarejše velike 
filogenetske skupine smo določili v letu 1986 in s tem ocenili začetek epidemije podtipa B v koncu 
80-ih let. Podtipi ne-B so bili redkeje zastopani, najpogostejši je bil podtip A. Dve tretjini oseb 
okuženih s podtipom ne-B je poročalo heteroseksualni način prenosa, za razliko od le 11 % oseb 
okuženih s podtipom B. Poleg tega smo okužbo s podtipom ne-B zasledili statistično značilno 
pogosteje med ženskami in imigranti in med osebami, ki so navajale okužbo znotraj partnerskega 
razmerja. Izbranim izolatom z neopredeljivim podtipom smo določili skoraj-celotno zaporedje 
genoma HIV in ga opredelili. Pridobili smo 11 skoraj-celotnih genomov HIV in dve zaporedji z 
dolžino > 7.000 baznih parov. Sedem zaporedij smo opredelili kot znane podtipe HIV ali krožeče 
rekombinantne oblike (angl. Circulating Recombinant Forms, CRF). Preostalih šest zaporedij smo 
opredelili kot enkratne rekombinantne oblike (angl. Unique Recombinant Forms, URF); pri štirih smo 
opazili le en dogodek rekombinacije, dve zaporedji sta imeli kompleksno sestavo in je njun genom 
vključeval več različnih podtipov, CRF in regij neznanega izvora. Tri zaporedja smo prepoznali kot 
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Human immunodeficiency virus (HIV) is one of the most genetically divergent viruses. In this 
doctoral thesis, we wished to describe the HIV epidemic in Slovenia and to characterize Slovenian 
samples. We included samples obtained from more than half of HIV-positive individuals diagnosed 
with HIV in Slovenia in diverse time frames. We confirmed subtype B as the most prevalent HIV 
subtype, identified in over 80% of samples. We observed that subtype B epidemic was mainly due 
to local transmission, because the majority of individuals (66%) belonged to large transmission 
clusters. Persons belonging to large clusters had statistically significant association with the 
following: Slovenia reported as most likely country of HIV acquisition, HIV diagnosis after the 
year 2004, and no surveillance drug resistance mutations detected. On the contrary, we did not find 
an association with homo/bisexual HIV mode of transmission and recent HIV infections. 
However, more than half of large transmission clusters were exclusively male clusters and two 
clusters encompassed only individuals declaring themselves as men who have sex with men (MSM). 
We estimated the origin of the oldest phylogenetic cluster in the year 1986 and with this the start 
of Slovenian subtype B epidemic in the late 1980s. Non-B subtypes were detected less often, the 
most prevalent was subtype A. Two thirds of persons infected with non-B subtype reported 
heterosexual mode of HIV transmission vs. 11% of persons infected with subtype B. In addition, 
non-B subtype was seen more often among women and immigrants, and persons who reported to 
have acquired HIV in a stable relationship with the source. Near full-length genome sequence was 
obtained for a selected set of samples with unassigned HIV subtype. We obtained 11 near full-
length genomes and two sequences of > 7.000 base pairs. Seven sequences were identified as 
“pure” subtypes or already characterized circulating recombinant forms (CRFs). The remaining six 
sequences were determined to be unique recombinant forms (URFs); four displayed a single 
recombination event and two exhibited a complex recombination pattern involving several 
subtypes or CRFs. Finally, three HIV strains were recognized as having epidemic potential and 
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UVOD IN PREDSTAVITEV HIPOTEZ 
 
Človeški virus imunske pomanjkljivosti (angl. human immunodeficiency virus, HIV) predstavlja enega 
največjih bremen bolezni na svetovni ravni, kljub dvema desetletjema učinkovitega 
protiretrovirusnega zdravljenja. Svetovna zdravstvena organizacija ocenjuje, da je konec leta 2018 
na svetu živelo 37,9 milijonov oseb s HIV. Kljub izboljšani dostopnosti do zdravljenja in 
mednarodnih prizadevanjih na področju preventive okužbe, je HIV samo v letu 2018 zahteval 
770.000 življenj. Ocenjujejo, da je konec leta 2018 79 % HIV-pozitivnih oseb poznalo svoj status, 
62 % oseb je prejemalo protiretrovirusno zdravljenje in 53 % oseb je doseglo nezaznavno virusno 
breme (UNAIDS, 2019). 
 
1. Zgradba HIV 
HIV sodi v družino retrovirusov (Retroviridae). Virusni delec je velik 80–100 nm in je kroglaste 
oblike. Dedni material obdaja ikozaedrična kapsida in lipidna ovojnica, ki izvira iz človeške celice. 
V ovojnici je 72 glikoproteinov (gp120 in gp41), odgovornih za pritrjevanje virusa na tarčne celične 
receptorje in vstop v celico. Virusna kapsida je zgrajena iz beljakovine p24, okolico kapside obdaja 
virusni matriks iz beljakovine p17. Znotraj kapside se nahaja genom virusa, ki ga predstavljata dve 
kopiji linearne, enovijačne, pozitivno polarne molekule RNA, dolžine približno 9.200 baznih parov. 
Genom sestavljajo gen gag z zapisom za strukturne beljakovine, pol z zapisom za virusne encime 
(reverzno transkriptazo, proteazo in integrazo), env z zapisom za ovojnične beljakovine in 6 
uravnalnih genov (tat, rev, nef, vif, vpr in vpu) (Slika 1) (Poljak in sod., 2011). 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz organizacije genoma HIV-1 na primeru referenčnega seva HXB2 (Vir: 
http://www.hivsystemsbiology.org/mediawiki/index.php/Lentiviral_genomes) 
 
Zapise za virusne beljakovine nosi na treh različnih bralnih okvirjih, kar mu omogoča mehanizem 
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alternativnega posttranskripcijskega izrezovanja mRNA (angl. alternative splicing) (Slika 1) (Poljak in 
sod., 2011). 
 
2. Okužba s HIV in bolezen 
HIV izvira iz virusa opičje imunske pomanjkljivosti (angl. simian immunodeficiency virus, SIV), ki se je 
v več posameznih dogodkih prenesel z različnih primatov v Zahodni in Srednji Afriki na človeka. 
Do medvrstnega prenosa je prišlo zaradi lovljenja primatov in razkosavanja njihovih trupel ter 
hranjenja opic kot domačih živali (Hahn in sod., 2000). Vrstno-specifične SIV so našli pri preko 40 
različnih vrstah primatov (Aghokeng in sod., 2010).  
HIV pri ljudeh povzroča kronično okužbo, ki brez zdravljenja vodi v sindrom pridobljene imunske 
oslabelosti, aids (angl. acquired immunodeficiency syndrome), in se večinoma 8–15 let po okužbi konča s 
smrtjo.  
Do okužbe pride najpogosteje spolno, s stikom okužene telesne tekočine darovalca in dendritičnih 
celic prejemnika. Po okužbi najprej nastopi obdobje mrka, ko virusa v krvi še ne moremo zaznati. 
Virus s pomočjo dendritičnih celic potuje do bezgavk in drugih limfatičnih tkiv, kjer so njegove 
tarčne celice, celice CD4+ pomagalke. Virus vstopi v celico preko receptorja CD4 in koreceptorja 
CCR5 in/ali CXCR4. V obdobju prvih treh tednov se virus izjemno hitro pomnožuje in širi po 
telesu, česar posledica je izjemno visoka koncentracija HIV RNA v krvi (virusno breme) in padec 
celic T pomagalk. Nato pri 50–80 % oseb nastopi akutni retrovirusni sindrom, ki je posledica 
burnega imunskega odgovora na okužbo. Običajno nastopi 3–6 tednov po okužbi, njegovi 
simptomi pa so podobni infekcijski mononukleozi ali gripi. Sledi klinično mirno obdobje, ko oseba 
ne čuti znakov okužbe, vendar je to obdobje povezano s postopnim propadanjem imunskega 
sistema. Pretirana dolgotrajna aktivacija imunskega sistema, zaradi mikrobne translokacije, sčasoma 
pripelje do hude okvare imunskega sistema, kar definiramo kot aids (število celic CD4 manjše od 
200 celic/mm3). Za aids je značilna dovzetnosti do oportunističnih okužb, razvoj benignih in 
malignih novotvorb, postopno propadanje in demenca (Poljak in sod., 2011).  
 
3. Diagnostika 
Okužbo s HIV najpogosteje dokazujemo v vzorcu krvi (običajno serum ali plazma), možno pa je 
okužbo dokazati tudi v slini. Rutinska diagnostika temelji na presejalnem testiranju s pomočjo 
seroloških metod, ki dokazujejo protitelesa anti-HIV in beljakovino p24 (testi četrte generacije). 
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populaciji z nizko pojavnostjo okužbe nekoliko slabšo specifičnost. Če je minilo vsaj tri mesece od 
okužbe in je rezultat presejalnega testa negativen, lahko z veliko verjetnostjo izključimo okužbo. V 
kolikor je rezultat pozitiven ali nejasen, sledi potrditveno testiranje, ki poleg potrditve testiranja 
omogoča razločevanje med HIV-1 in HIV-2 (Poljak in sod., 2011). Najpogosteje se uporablja test 
Western blot, imunoblot ali test, ki temelji na principu lateralne difuzije (test Geenius) (Poljak in 
sod., 2011; Parekh in sod., 2018). Za postavitev diagnoze okužbe s HIV je potrebno pozitiven 
rezultat potrditi v dveh neodvisno odvzetih kliničnih vzorcih (Poljak in sod., 2011). Neopredeljive 
rezultate lahko razrešujemo tudi z uporabo molekularne metode neposrednega dokazovanja HIV 
RNA z verižno reakcijo s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR). Kvantitativna različica 
PCR v realnem času za dokaz koncentracije HIV RNA v plazmi oz. merjenje virusnega bremena 
je sicer nepogrešljiva metoda za spremljanje protiretrovirusnega zdravljenja okužbe. Ob tem se kot 
pokazatelj imunskega stanja HIV-pozitivne osebe spremlja tudi koncentracija celic CD4. Ob 
porastu virusnega bremena pri zdravljenih osebah pomislimo na pojav mutacij povezanih z 
odpornostjo proti protiretrovirusnim zdravilom. V rutinski diagnostiki v ta namen uporabljamo 
genotipske teste, ki temeljijo na pomnoževanju odseka genoma, kjer se pojavljajo mutacije 
povezane s skupino zdravil, ki jih oseba prejema. Sledi določanje nukleotidnega zaporedja s 
sekvenciranjem in analiza pridobljenih zaporedij, najpogosteje z uporabo spletnih orodij (Poljak in 
sod., 2011). 
 
3.1. Določitev nedavnih okužb HIV 
Razločevanje med nedavnimi okužbami in dolgoletnimi okužbami s HIV je izjemnega pomena, saj 
lahko na tak način razjasnimo porast v številu novih diagnoz in temu primerno usmerimo strategijo 
preventive. Namreč, porast novih diagnoz lahko predstavlja dejanski porast v številu novih okužb, 
ali pa le večje število oseb z dolgoletno okužbo, ki so pristopile k testiranju. Z upoštevanjem 
ocenjenega časa okužbe so v predhodnih raziskavah opazili, da se velik delež novih okužb zgodi s 
strani oseb z nedavno okužbo, na primer v enem letu po okužbi, kar kaže na pomen zgodnje 
diagnoze in začetka zdravljenja (Marzel in sod., 2016). Nedavno okužbo lahko ugotovimo v 
dolgoročnih raziskavah z dokazom serokonverzije HIV. Alternativno lahko nedavne okužbe 
dokažemo retrospektivno z uporabo metod, ki lahko razlikujejo nedavne od dolgotrajnih okužb na 
podlagi enega vzorca. Serološke metode združuje pojem STARHS (angl. Serological testing algorithm 
for recent HIV seroconversion) (Murphy in Parry, 2008). Testi izkoriščajo določene imunološke 
značilnosti napredovanja okužbe, kot na primer delež HIV-specifičnih protiteles IgG, ki se tekom 
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okužbe veča, ali avidnost protiteles (Parekh in sod., 2002; Kassanjee in sod., 2016). Poleg metod 
STARHS lahko nedavne okužbe določamo na podlagi raznolikosti HIV. Zaradi genetskega ozkega 
grla (angl. genetic bottleneck) se običajno na posameznika prenese le ena virusna različica (Carlson in 
sod., 2014; Keele in sod., 2008). Kmalu po okužbi postaja populacija virusnih različic vedno bolj 
raznolika, kar lahko zaznamo s sekvenciranjem ali s testi kot je analiza talilne krivulje visoke 
ločljivosti (ang. high-resolution melting assay) (Cousins in sod., 2011; Delwart in sod., 1997). 
 
4. Zdravljenje HIV 
Namen zdravljenja je znižanje virusnega bremena pod nivo zaznave molekularnih testov, saj 
popolna ozdravitev okužbe s HIV še vedno ni mogoča. Opisana je bila le pri par izjemnih primerih 
oseb s presaditvijo kostnega mozga s strani darovalca z delecijo 32 baznih parov v zaporedju 
koreceptorja CCR5 (Hütter in sod., 2009; Allers in sod., 2011; Gupta in sod., 2019). 
Protiretrovirusna zdravila ločimo v naslednje skupine: nukleoz(t)idni zaviralci reverzne 
transkriptaze (angl. nucleos(t)ide reverse transcriptase inhibitors, NRTI), nenukleozidni zaviralci reverzne 
transkriptaze (angl. non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NNRTI), zaviralci virusne proteaze 
(angl. protease inhibitors, PI), zaviralci integraze (angl. integrase strand transfer inhibitors, INSTI) 
antagonisti koreceptorja CCR5 (angl. CCR5 antagonists) in zaviralci fuzije virusa s celično membrano 
(angl. fusion inhibitors) (Slika 2) (Poljak in sod., 2011; EASC, 2019).  
Trenutna priporočila svetujejo začetek zdravljenja takoj ob postavitvi diagnoze okužbe s HIV. V 
različnih kliničnih preskusih so namreč pokazali vpliv takojšnega zdravljenja na zmanjšanje 
obolevnosti, smrtnosti in števila novih okužb. Prednostna izbira je za nezdravljene odrasle osebe 
trenutno tritirna terapija, kombinacija dveh NRTI in INSTI. V zadnji izdaji evropskih priporočil 
za zdravljenje HIV (EACS, 2019) so prvič vključili tudi kombinacijo le dveh zdravil kot izbire 
začetnega zdravljenja, in sicer NRTI in INSTI (lamivudin in dolutegravir), kar kaže na težnjo k 
poenostavitvi zdravljenja na račun izjemno učinkovitih zdravil (EACS, 2019). Sicer pa je pri izbiri 
zdravljenja potreben individualen pristop z upoštevanjem številnih dejavnikov, saj je zdravljenje 









Slika 2: Mehanizmi delovanja glavnih skupin protiretrovirusnih zdravil (Vir: Maartens in sod., 2014). 
 
4.1. Odpornosti HIV proti protiretrovirusnim zdravilom 
Navkljub izjemnim dosežkom na področju razvoja protiretrovirusnih zdravil, predstavlja 
odpornost HIV še vedno grožnjo za neuspeh zdravljenja. Odporne različice HIV se lahko v 
posamezniku razvijejo zaradi neuspešne popolne supresije virusnega pomnoževanja, kar 
imenujemo pridobljena odpornost HIV (angl. acquired drug resistance) (Slika 3). Pridobljena 
odpornost se lahko razvije na račun nepopolnega režima zdravljenja, ali zaradi nepravilne izbire 
zdravil ali neprimerne predanosti zdravljenju (adherence) posameznikov. V razvitem svetu 
predstavlja pridobljena odpornost že skorajda zanemarljiv problem, zaradi učinkovite kombinacije 
zdravil in rednega spremljanja HIV-pozitivnih posameznikov (Scherrer in sod., 2016; Yang in sod., 
2015a).  
Odporne virusne različice imajo lahko slabšo sposobnost pomnoževanja (angl. fitness) in jih kmalu 
po prekinitvi selekcijskega pritiska zdravil nadomesti divji tip virusa, kot je značilno za različice z 
mutacijo NRTI M184V/I. Po drugi strani so nekatere odporne različice obstojne in so lahko 
prisotne pri nezdravljenem posamezniku več let (Slika 3) (Jain in sod., 2011; Yang in sod., 2015b).  
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Takšne odporne različice se lahko prenašajo med nezdravljenimi posamezniki ter so tako 
odgovorne za preneseno oz. primarno odpornost (angl. transmitted drug resistance, TDR) (Slika 3) 
(Frentz in sod., 2014; Yang in sod., 2015a; Rhee in sod., 2015; Scherrer in sod., 2016). Za razliko 
od zmanjševanja prevalence pridobljene odpornosti HIV po letih, ostaja TDR razmeroma 
enakomerno prisotna z opaženimi manjšimi nihanji. V švicarski kohorti HIV bolnikov so opazili 
padec prevalence mutacij TDR vsakič po uvedbi nove skupine zdravil. To nakazuje na vpliv novih 
zdravil z izboljšanjem učinkovitosti zdravljenja in s tem zmanjšanjem možnosti prenosa na 
nezdravljene osebe (Yang in sod., 2015a) 
 
 
Slika 3: Pridobljena in primarna odpornost HIV proti protiretrovirusnim zdravilom in prikaz selekcije virusnih različic 
(Vir: https://www.prn.org/index.php/complications/article/hiv_drug_resistance_386) 
 
Z namenom primerljivosti prevalence TDR po regijah in v času, je Svetovna zdravstvena 
organizacija leta 2007 sestavila seznam nadzornih mutacij povezanih z odpornostjo HIV (angl. 
surveillance drug resistance mutation, SDRM) (Shafer in sod., 2007). Seznam ne vključuje polimorfnih 
mutacij, ki se lahko razvijejo brez predhodnega selekcijskega pritiska s strani protiretrovirusnih 
zdravil in so sicer navedene na seznamih za določanje odpornosti. Seznam SDRM je bil 
posodobljen leta 2009, nadzorne mutacije povezane z odpornostjo proti INSTI pa so bile 
objavljene pred kratkim (Bennet in sod., 2009; Tzou in sod., 2020). 
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v obdobju 2000–2013 in ocenili razširjenost mutacij SDRM na 2,8 % v Podsaharski Afriki, 2,9 % 
v Južni in Jugovzhodni Aziji, 5,6 % v azijskih državah z višjih standardom, 7,6 % v Latinski Ameriki 
in Karibih, 9,4 % v Evropi in 11,5 % v Severni Ameriki. Štiri najpogostejše mutacije SDRM 
povezane z odpornostjo proti NNRTI (K101E, K103N, Y181C in G190A) so prispevale k preko 
80 % NNRTI-povezane TDR v vseh geografskih regijah (Rhee in sod., 2015). Evropske smernice 
za zdravljenje HIV tako priporočajo testiranje odpornosti HIV ob postavitvi diagnoze oz. pred 
pričetkom zdravljenja (EACS, 2019). 
 
5. Genetska raznolikost HIV 
HIV sodi med genetsko najbolj raznolike viruse, kar je pripomoglo k svetovni razširjenosti virusa.  
Posamezni prenosi SIV na človeka so botrovali k nastanku različnih genetskih skupin HIV: tip 
HIV-1 skupine M, N, O, in P, ter tip HIV-2 skupin A–H. HIV-1 skupine M in N izvira iz 
šimpanzjega SIVcpz iz Zahodno-Srednje Afrike, medtem ko sta skupini O in P sorodni SIVgor 
goril zahodnega Kameruna (Hemelaar, 2012). HIV-1 iz skupine N in P so našli le pri peščici oseb 
iz Kameruna, skupina O je povzročila nekaj 10.000 primerov okužbe v Zahodno-Srednji Afriki, 
medtem ko je skupina M odgovorna za svetovno pandemijo (Hemelaar, 2012; Simon in sod., 1998; 
Roques in sod., 2004; Plantier in sod., 2009; Ayouba in sod., 2001; Vallari in sod., 2011). Večino 
globalno prisotnih virusnih različic tako uvrščamo v skupino M, znotraj katere poznamo 10 
podtipov (A-D, F-H, J-L), 100 krožečih rekombinantnih oblik (angl. circulating recombinant form, CRF) 
in številne enkratne rekombinantne oblike (angl. unique recombinant form, URF) 
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html; Yamaguchi in sod., 2019). 
Genetska raznolikost je rezultat hitrega pomnoževanja virusa in visoke stopnje mutacij in 
rekombinacij virusne reverzne transkriptaze, ki nima popravljalnih mehanizmov (Hemelaar, 2012; 
Roberts in sod., 1988; Ho in sod., 1995). Tako se znotraj okuženega posameznika hitro tvorijo 
genetsko raznolike virusne različice (angl. quasispecies), ki se lahko med seboj razlikujejo tudi v 10 % 
(Hemelaar, 2012; Korber in sod., 2001). Običajno se pri novi okužbi gostitelja uspešno prenese le 
ena produktivna različica, takrat govorimo o genetskem ozkem grlu (angl. genetic bottleneck). To je 
posebej izrazito, ko gre za heteroseksualni prenos (v 80 % se prenese le ena varianta), medtem ko 
je manj izrazito, ko gre za prenos med moškimi, ki imajo spolne odnose z moškimi (MSM) (60 %) 
in pri injiciranju drog (40 %) (Hemelaar, 2012; Keele in sod., 2008; Abrahams in sod., 2009; 
Haaland in sod., 2009; Li in sod., 2010; Bar in sod., 2010; Sagar in sod., 2004). 
Pri 10–20 % oseb v regijah Afrike, kjer kroži več različnih podtipov/CRF, lahko zasledimo sočasno 
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okužbo z dvema različnima virusoma, s katerima se lahko oseba že primarno okuži, ali pa se z 
drugim sevom okuži naknadno (superinfekcija). Takšna okužba je lahko povezana z višjim virusnim 
bremenom in hitrejšim napredovanjem bolezni (Hemelaar, 2012; Powell in sod., 2009; Piantadosi 
in sod., 2007; Grobler in sod., 2004; Gottlieb in sod., 2004). V takšnem osebku lahko nato prihaja 
do tvorbe novih rekombinantnih oblik, t. i. enkratne rekombinantne oblike (angl. unique recombinant 
form, URF). V kolikor URF določimo in opredelimo pri treh ali več epidemiološko nepovezanih 
osebah, ta zadosti kriterijem za imenovanje nove krožeče rekombinantne oblike CRF (Hemelaar, 
2012; Robertson in sod., 2000). Kadar pride do rekombinacije med CRF, nastanejo t. i. 
rekombinantne oblike druge generacije (angl. second generation recombinant, SGR) (Hemelaar, 2012). 
Različni sevi istega podtipa HIV se med seboj razlikujejo za 8–17 % (največ 30 %) na nivoju 
aminokislin, medtem ko je ta razlika 17–35 % (največ 42 %) med izolati različnih podtipov (Korber 
in sod., 2001). Rekombinacija še dodatno poveča raznolikost (Hemelaar in sod., 2019). 
Za določanje podtipa oziroma CRF je zlati standard filogenetska analiza celotnih genomov HIV, 
ki je zahtevna in časovno zamudna, zato se običajno ne uporablja rutinsko (Pineda-Pena in sod., 
2013). Pokazali so, da je filogenetska analiza regije pol ustrezna za določitev podtipov (Pasquier in 
sod., 2001; Yahi in sod., 2001). Kljub temu, gre še vedno za zamudno metodo, še posebno kadar 
gre za analizo velike količine zaporedij, zato so na voljo različna avtomatizirana spletna orodja. 
Glede na njihovo metodologijo delimo orodja na: (i) orodja, ki temeljijo na analizi podobnosti (angl. 
similarity) zaporedij (Stanford (Liu in Shafer, 2006) in Geno2pheno (Beerenwinkel in sod., 2003)), 
(ii) orodja, ki temeljijo na statističnih metodah (COMET (Struck in sod., 2014), STAR (Myers in 
sod., 2005; Gale, 2004) in jpHMM (Schultz in sod., 2006; Schultz in sod., 2009)) in (iii) orodja, ki 
temeljijo na filogenetski analizi (REGA (Alcantara in sod., 2009; de Oliveira in sod., 2005; Pineda-
Pena in sod., 2013) in SCUEAL (Kosakovsky Pond in sod., 2009)). Opazili so, da so vsa orodja 
uspešna pri določanju najpogostejših podtipov, kot sta podtip C in podtip B, medtem ko se 
pojavljajo težave pri drugih podtipih in CRF in nobeno orodje ni uspešno v 100 %. Zato predlagajo 
uporabo vsaj dveh orodij in razjasnitev neujemanj s filogenetsko analizo (Pineda-Pena in sod., 
2013).  
Velika genetska raznolikost predstavlja izziv pri oblikovanju uspešnega cepiva, kar še posebno drži 
za HIV, saj je izredno težavno prilagoditi zaporedje imunogena različicam HIV, ki krožijo v 
določenem okolju (Hemelaar in sod., 2019). Poznavanje regijske in svetovne razširjenosti podtipov 
in rekombinantnih oblik HIV lahko tako pripomore k uspešni izdelavi cepiv in k ustrezni oceni 
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na občutljivost diagnostičnih testov in testov za spremljanje virusnega bremena HIV, kar 
posledično vpliva na presejalno testiranje krvodajalcev, nadzor nad okužbo, postavitev diagnoze in 
spremljanje HIV-pozitivnih oseb (Hemelaar, 2012; Hemelaar in sod., 2019). Lahko vpliva tudi na 
uspešnost zdravljenja in na pojav mutacij povezanih z odpornostjo proti protiretrovirusnim 
zdravilom, zato je nadzor podtipov in rekombinantnih oblik HIV ključen (Hemelaar in sod., 2019). 
 
5.1.  Genetska raznolikost HIV-1 skupine M 
V nedavni raziskavi so sistematično povzeli vse podatke (objavljene in neobjavljene) med leti 1990–
2015 in orisali svetovno in regionalno razširjenost podtipov in rekombinantnih oblik HIV. Za 
določitev podtipa HIV so raziskovalci po letu 2000 uporabljali skoraj izključno samo sekvenciranje, 
in sicer v veliki večini sekvenciranje regije pol (> 77 % v obdobju 2000–2015 in 94 % v obdobju 
2010–2015), saj se ta regija uporablja za določanje odpornosti proti večini protiretrovirusnih 
zdravil. Podtip C je bil v obdobju 2010–2015 odgovoren za skoraj polovico (46,6 %) svetovnih 
okužb s HIV, sledijo mu podtip B (12,1 %), podtip A (10,3 %), CRF02_AG (7,7 %), CRF01_AE 
(5,3 %), podtip G (4,6 %) in podtip D (2,7 %) (Slika 4).  
 
Slika 4: Svetovna porazdelitev podtipov in rekombinantnih oblik HIV-1 v obdobju 2010–2015 (levo) ter vseh analiziranih 
obdobjih (desno) (Vir: Hamelaar in sod., 2019). 
 
Ostali podtipi (F, H, J in K) so skupno prispevali k 0,9 % okužb, medtem ko so ostale CRF določili 
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v 3,7 % okužb. Skupno so CRF predstavljale 16,7 % okužb in URF 6,1 % okužb, kar predstavlja  
22,8 % delež rekombinantnih sevov. Opazili so rast deleža rekombinant skozi čas (Slika 4) 
(Hemelaar in sod., 2019). Največjo raznolikost HIV-1 so opazili v Srednji Afriki, kjer so bili v vseh 
obdobjih prisotni vsi podtipi in mnogo CRF ter URF (Slika 5). V obdobju 2010–2015 so tam opazili 
delež URF kar 21,3 %. Podtip C je prevladoval v Južni Afriki, Etiopiji in južni Aziji (Indija), kjer je 
predstavljal preko 89% vseh okužb s HIV. Podtip B je bil najpogostejši podtip v Zahodni in Srednji 
Evropi, v Ameriki in Oceaniji, prisoten v preko 75 % okužb v letih 2010–2015. Zaznan je bil padec 
deleža podtipa B v času v Zahodni in Srednji Evropi, ter Severni in Latinski Ameriki, kjer se je 
postopoma večal odstotek okužb s CRF in URF. V Vzhodni Evropi in Srednji Aziji je bilo več kot 
polovico okužb na račun podtipa A, medtem ko so bile okužbe v Jugovzhodni in Vzhodni Aziji 
predvsem s strani CRF01_AE. Na Bližnjem Vzhodu in v Severni Afriki je bil zaznan padec deleža 
podtipa B in porast drugih CRF (predvsem CRF35_AD), ki so predstavljale 60 % okužb v 2010–
2015 (Slika 5). Ob tem so poudarili, da je bil lahko delež rekombinantnih oblik v tej raziskavi 
podcenjen, saj se je v zadnjih letih za določanje podtipa uporabljalo skoraj izključno le sekvenciranje 
enega odseka genoma (pol) (Hemelaar in sod., 2019). 
 
 
Slika 5: Razširjenost podtipov in rekombinantnih oblik HIV-1 po regijah, 2010–2015. Površina posameznih krožnih 
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Spreminjajoči trendi so odraz spreminjajočega števila HIV-pozitivnih oseb v državah na račun 
novih okužb in smrti povezanih s posameznimi sevi HIV. Na to vplivajo različni dejavniki, od 
bioloških značilnosti sevov, ki lahko vodijo v razlike v možnosti prenosa okužbe in napredovanja 
bolezni, do raznih družbenih-ekonomskih in geografskih dejavnikov, kot so možnost transportih 
povezav, migracija, urbanizacija, mreža prenosov (angl. transmission network), populacijska rast, in 
dostop do zdravljenja in preprečevanja okužbe (Hemelaar in sod., 2019; Faria in sod., 2014; Tebit 
in sod., 2011). Raziskovalci so zaključili, da bi bilo trenutno najbolj smotrno usmeriti raziskave k 
izdelavi cepiva proti podtipu C, ki je tudi skoraj edini podtip v Južni Afriki, regiji z največjo 
razširjenostjo okužbe s HIV (Hemelaar in sod., 2019). 
V Evropi je najpogosteje zastopan podtip B, najdemo ga pri več kot 65 % bolnikov. Med ne-B 
podtipi so najpogosteje prisotni: podtip A, podtip C, podtip G, CRF02_AG in CRF01_AE. Podtipa 
niso uspeli določiti pri 5 % zaporedij (potencialni URF) (Abecasis in sod., 2013). 
 
5.2. Določitev novih rekombinantnih oblik CRF 
CRF predstavlja rekombinantno obliko, ki ima pomembno vlogo v pandemiji HIV. Opisani primeri 
določene CRF morajo imeti enako strukturo rekombinacije in biti potomci skupnega prednika. 
Predstavniki morajo biti opisani pri vsaj treh epidemiološko nepovezanih posameznikih in morajo 
imeti določena zaporedja skoraj-celotnih genomov HIV (alternativno vsaj dve zaporedji celotnih 
genomov in delna zaporedja odsekov tretjega genoma, ki izkazuje enako mozaično strukturo). 
Vsaka novo opisana CRF dobi identifikacijsko številko, ki ji sledi oznaka dveh podtipov ali CRF, 
ki jo sestavljajo. Tako CRF02_AG predstavlja rekombinanto med podtipom A in podtipom G, 
CRF15_01B pa rekombinanto med CRF01_AE in podtipom B. Če CRF sestavlja več 
podtipov/CRF, potem ji dodamo končnico »cpx« (angl. complex), na primer CRF04_cpx. Ko del 
zaporedja CRF sestavlja še neopisan podtip, to označimo s črko »U« (angl. unclassified) (Robertson 
in sod., 2000). 
 
6. Filogenetska analiza in njena uporabnost za določitev značilnosti epidemije HIV 
6.1.  Filogenetska analiza 
Fenotip živih organizmov je vedno posledica zapisa v genskem materialu, ki se prenaša med 
generacijami, in interakcij z okoljem. Tako lahko s spremljanjem sprememb v genskem zapisu 
preučujemo evolucijo organizmov. Hitra evolucija virusov (predvsem RNA virusov) nam omogoča 
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celo preučevanje evolucije v realnem času, kot na primer razvoj odpornosti HIV proti 
protiretrovirusnim zdravilom, ki se lahko pojavi v manj kot enem mesecu (Vandamme, 2009). 
Filogenetsko sorodnost lahko določamo direktno na podlagi nukleotidnih zaporedij genoma ali 
posredno, na primer s pomočjo metode polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. 
restriction fragment length polymorphism, RFLP). 
Teorija evolucije uči, da smo vsi živi organizmi potomci skupnega prednika. Biološka pestrost, ki 
smo ji priča dandanes, je posledica številnih mehanizmov pridobivanja raznolikosti. Te mehanizmi 
vključujejo mutacije, podvajanje genov, preureditev genomov in genske izmenjave, kot so 
rekombinacija, prerazporeditev (angl. reassortment) in horizontalni prenos genov. Od vseh 
omenjenih mehanizmov se najpogosteje uporablja mutacije (kot so točkovne mutacije, insercije in 
delecije) za sklepanje o sorodstvenih odnosih med geni, ki morajo biti med seboj homologni. Kljub 
temu, da imamo vsi skupnega prednika, se sčasoma podobnost (angl. similarity) med geni izgubi in 
zaporedja lahko ne predstavljajo več sorodstvenih vlog, ker so pridobila preveč sprememb in niso 
več homologna. Izraz »homologija« uporabljamo samo, ko je skupni prednik dovolj nedaven, da 
imajo zaporedja še vedno dovolj velik odstotek podobnosti in jih lahko uporabljamo v filogenetskih 
analizah. Taksonomske primerjave kažejo, da se geni zelo sorodnih vrst med seboj razlikujejo le v 
omejenem številu točkovnih mutacij, najpogosteje na tretji poziciji v kodonu. Tako govorimo o 
hitrejši evoluciji nukleotidnih zaporedij od aminokislinskih. Hitrost evolucije se razlikuje tudi med 
geni in znotraj genov, na primer regije, ki kodirajo katalitična mesta in sredice beljakovin, so bolje 
ohranjena (Vandamme, 2009). 
Prvi korak pri izvajanju filogenetski analiz je poravnava homolognih zaporedij. Pri poravnavi 
moramo biti izjemno previdni, saj je to ključen korak za filogenetsko analizo. Iz poravnave moramo 
izključiti posamezne regije, ki med seboj izkazujejo premajhno podobnost in regije, ki imajo v večini 
zaporedij delecije oz. insercije. Paziti moramo tudi, če so v analizo vključena rekombinantna 
zaporedja, saj ta nimajo enake zgodovine skozi celoten gen in lahko vodijo v neustrezne zaključke. 
Evolucijsko sorodnost med geni ali med organizmi lahko elegantno prikažemo s pomočjo 
filogenetskih dreves. Konci vej (lahko bi jim rekli tudi listi) predstavljajo trenutne taksone, medtem 
ko vozlišča (angl. nodes) hipotetične skupne prednike (Slika 6). Skupina taksonov, ki si deli skupnega 
prednika, ima monofiletski izvor in jih imenujemo filogenetska skupina (angl. cluster). Na Sliki 6 so 
tako A, B in C v monofiletski filogenetski skupini, katere skupni prednik je H. V kolikor v analizo 
vključimo zaporedja, za katera je znano, da so najmanj sorodna našim taksonom (angl. outgroup), 








Slika 6: Koreninjeno filogenetsko drevo. A, B, C, D, E in F predstavljajo zunanje taksone (naša analizirana zaporedja), 
medtem ko G, H, I in J predstavljajo vozlišča (hipotetične prednike). Zelene puščice predstavljajo smer evolucije od korenine 
K do taksona D (Vir: Vandamme, 2009). 
 
Poleg določanja sorodnosti genov oz. taksonov, omogočajo filogenetske analize tudi oceno 
časovne umestitve zadnjega skupnega prednika filogenetskih skupin (angl. time to the most recent 
common ancestor, tMRCA). To lahko dosežemo zaradi predpostavke, da se spremembe v zaporedjih 
nabirajo z razmeroma konstantno stopnjo skozi čas, kar opisuje hipoteza molekularne ure. Stopnja 
evolucije je odvisna od številnih dejavnikov, od mutacijske stopnje, generacijskega časa, do velikosti 
populacije in selekcijskega pritiska. Zato je realna molekularna ura daleč od konstante (angl. strict 
molecular clock) in so pogosteje v rabi sproščeni modeli molekularne ure (angl. relaxed molecular clock), 
ki upoštevajo razlike v evolucijski stopnji. 
Filogenetska drevesa lahko pridobimo z različnimi pristopi in jih lahko delimo na metode, glede na 
podatke, ki jih uporabljajo (metode, ki uporabljajo diskretne znake in metode, ki temeljijo na 
distančni matriki parnih razlik) ter glede na njihov algoritem (metode, ki zaporedno dodajajo 
taksone v filogenetske skupine in metode, ki uporabljajo kriterij optimalnosti za primerjavo 
različnih topologij). Tako na primer metoda največjega verjetja (angl. maximum likelihood) uporablja 
statistični kriterij, saj ocenjuje verjetnost za obstoj določenega drevesa z danimi podatki. Metoda 
po Bayes-u je ravno tako metoda, ki uporablja kriterij optimalnosti, vendar v tem primeru ne išče 
le najboljšega drevesa, temveč nabor možnih dreves ter tako doseže posteriorno porazdelitev (angl. 
posterior distribution) dreves. Posteriorne verjetnosti pridobimo s pomočjo metode vzorčenja z 
algoritmom markovske verige Monte Carlo (angl. Markov chain Monte Carlo) in so sorazmerne s 
pogostostjo vzorčenja določene topologije. Določene metode so bile na simuliranih podatkih 
dokazano uspešnejše od drugih, vendar se moramo zavedati, da vse metode temeljijo na nekih 
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predhodnih predpostavkah (Vandamme, 2009). 
 
6.2.  Uporaba filogenetske analize za določitev značilnosti epidemije HIV  
Filogenetske analize so v številnih raziskavah v preteklosti uporabljali za opazovanje lokalnih 
epidemij, za določanje začetka epidemije in geografske umestitve širjenja epidemije, za opazovanje 
postopne rasti okužene populacije in za določanje ustreznih strategij preventive (van de Vijver in 
Boucher, 2018). Tako so na primer s pomočjo filogenetske analize pokazali, da do prenosa HIV v 
Evropi prihaja predvsem znotraj meja držav. V raziskavo so vključili 4.260 zaporedij pridobljenih 
v 25 evropskih državah in Izraelu, ter odkrili, da se je 74 % oseb nahajalo znotraj filogenetskih 
skupin z osebami iste narodnosti. Redkeje so se znotraj filogenetskih skupin ene države nahajale 
osebe okužene s podtipom B, MSM in nedavno okužene osebe (Frentz in sod., 2013).  
Po drugi strani so raziskave izvedene z namenom opazovanja ne-B epidemije pokazale, da se ne-B 
epidemija vzdržuje z rednimi vnosi virusa predvsem na račun imigrantov s področij z visoko 
prevalenco okužbe s HIV-1 (podsaharska Afrika, Vzhodna Evropa, Južna Amerika in JV Azija) in 
globalnim prometom (Abecasis in sod., 2013; Falkensammer in sod., 2007; Neogi in sod., 2014; 
Peeters in sod., 2010; Pyne in sod., 2013; Ramirez-Piedad in sod., 2009; Tebit in Arts, 2011; 
Tramuto in sod., 2013; von Wyl in sod., 2011; Yebra in sod., 2012). Podobno je hrvaška raziskava 
pokazala, da prihaja do vnosa ne-B podtipov v državo predvsem na račun mornarjev (delovni 
migranti) in njihovih stalnih spolnih partnerjev (Ramirez-Piedad in sod., 2009).  
Številne raziskave so pokazale, da se osebe s primarno odpornostjo proti protiretrovirusnim 
zdravilom v večini nahajajo znotraj filogenetskih skupin. Torej lahko sklepamo, da do prenosov 
virusnih različic z mutacijami povezanimi z odpornostjo prihaja predvsem med nezdravljenimi 
osebami in ne neposredno od oseb z neuspehom zdravljenja na račun pridobljene odpornosti 
(Hofstra in sod., 2016; van de Vijver in Boucher, 2018). 
Filogenetske analize so lahko v pomoč tudi pri oblikovanju strategije preventive HIV. Odkrili so, 
da približno polovica vseh MSM z nedavno okužbo s HIV pripada filogenetskim skupinam. To 
pomeni, da med MSM prihaja do prenosa predvsem od oseb v zgodnji fazi okužbe (van de Vijver 
in Boucher, 2018; Brenner in sod., 2008; Marzel in sod., 2016; Iwuji in sod., 2016). Preventiva bi 
se v razvitih državah morala usmeriti predvsem v preprečevanje okužb s strani oseb, ki so se same 
okužile nedavno, s pogostejšim testiranjem na HIV in nudenjem zaščite pred izpostavitvijo (angl. 
preexposure prophylaxis, PrEP) osebam z zelo tveganim vedenjem (van de Vijver in Boucher, 2018).  




Uvod in predstavitev hipotez 
 
 
ko ne more biti dokaz za obsodbo, saj direktnega prenosa s pomočjo filogenetske analize ne 
moremo potrditi (Abecasis in sod., 2018).  
 
6.3. Časovna umestitev epidemije HIV in določitev njenih značilnosti z uporabo 
filodinamskega pristopa 
Analiza nukleotidnih zaporedij virusnega genoma omogoča poleg tipizacije virusa in opazovanja 
morebitnih epidemioloških povezav tudi opazovanje evolucijske zgodovine in populacijske 
genetike epidemije s pomočjo t. i. filodinamskih analiz (angl. phylodynamic analysis) (Pybus in 
Rambaut, 2009). S tem pristopom so ocenili začetke epidemije HIV, kot opisano zgoraj (Korber in 
sod., 2000; Lemey in sod., 2004; Worobey in sod., 2008; Wertheim in Worobey, 2009; Faria in sod., 
2015; Hemelaar, 2012). 
Z uporabo filodinamskega pristopa so opisali same začetke HIV epidemije pri ljudeh. Ocenjujejo, 
da sta skupini M in O najstarejši, prenos z živali na človeka se je najverjetneje zgodil v 20-ih ali 30-
ih letih 20. stoletja (Worobey in sod., 2008; Korber in sod., 2000; Lemey in sod., 2004). Do 
medvrstnega prenosa skupine M je najverjetneje prišlo v južnem Kamerunu, kjer domujejo 
šimpanzi s sorodnim SIVcpz. Virus je nato potoval po reki Sangha do Kinšase, prestolnice 
Demokratične republike Kongo, ki so jo raziskovalci določili kot mesto izvora pandemije skupine 
M (Faria in sod., 2015). Virus je kasneje večinoma potoval po liniji železniških povezav med 
Kinšaso in rudarskimi kraji, kot sta Mbuji-Mayi in Lubumbaši (Faria in sod., 2015). Epidemija 
skupine M je okoli leta 1960 prešla v hitrejšo eksponentno populacijsko rast in povzročila 
pandemijo, za razliko od skupine O, ki je ostala omejena na Kamerun in sosednje države (Faria in 
sod., 2015; Peeters in sod., 1997). K povečanju števila okužb skupine M so verjetno prispevali 
neprimerni postopki cepljenja (nesterilne igle) v klinikah za spolne bolezni v 50-ih letih in/ali 
spremembe na področju prostitucije v Kinšasi v 60-ih letih 20. stoletja, ki so vodile v večje število 
uporabnikov spolnih uslug (Faria in sod., 2015, Pépin, 2012). Skupna N ima najverjetneje izvor 
kasneje, okvirno v 60-ih letih 20. stoletja (Wertheim in Worobey, 2009; Hemelaar, 2012). Prednik 
podtipa B naj bi izhajal iz Kinšase, kjer je bil prisoten že leta 1944. Okoli leta 1964 je potoval na 
Haiti, ko so se tja vračali haitski delavci. Te so v 60-ih letih delali v neodvisnem Kongu in velik 
delež jih je bil nameščen v Kinšasi (Faria in sod., 2015). S Haitija je nato potoval v Združene države 
Amerike in od tam naprej po svetu (Faria in sod., 2015; Gilbert in sod., 2007; Hemelaar in sod., 
2011). Podtip C najverjetneje izvira iz Mbuji-Mayi in se je iz rudarske regije širil na jug in vzhod 
Afrike, verjetno preko migrantske delovne sile (Faria in sod., 2015). 
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Sicer je možno, da vseh skupin HIV še nismo odkrili in nove prenose virusa s primatov na ljudi 
lahko pričakujemo tudi v bodoče (Hemelaar, 2012). 
Časovno so umestili tudi nekaj lokalnih epidemij, predvsem v zahodni Evropi. Lewis in sod. (2008) 
so analizirali nukleotidna zaporedja podtipa B HIV-pozitivnih oseb (predvsem MSM), ki so med 
leti 1997–2003 obiskovale bolnišnico v Londonu. Ugotovili so, da je do večine prenosov znotraj 
filogenetskih skupin prišlo med leti 1995 in 2000. Ob tem so ugotovili, da se je 25 % prenosov 
zgodilo že v prvih 6 mesecih okužbe (Lewis in sod., 2008). Podobno so v raziskavi izvedeni na 
skupno 14.560 zaporedjih pridobljenih v Londonu ugotovili, da je imelo 52 % oseb filogenetsko 
povezavo z vsaj še eno osebo. Pri 16 % oseb so ugotovili 6-mesečni časovni razpon prenosa HIV, 
medtem ko je bila mediana časovnega razpona med razvejišči na filogenetskem drevesu določena 
pri 22 mesecih. Rezultati so tako potrdili pomembno vlogo nedavnih okužb pri nadaljnjem prenosu 
HIV v tej predvsem MSM skupini oseb (Leigh Brown in sod., 2011). Raziskava izvedena na naboru 
HIV-pozitivnih MSM v Italiji je pokazala več vnosov podtipa B v državo. Polovica opredeljenih 
filogenetskih skupin je nastala v zgodnjih 90-ih letih prejšnjega stoletja, kar 20 let kasneje kot je bilo 
opisano v ostalih zahodno-evropskih državah. Demografska analiza je pokazala nagel porast v 
velikosti efektivne populacije (populacija, ki je zmožna prispevati k potomstvu oz. širjenju okužbe) 
s pričetkom rasti v zgodnjih 80-ih letih 20. stoletja in doseganjem platoja 10 let kasneje (Zehender 
in sod., 2010). Podobno je raziskava na Hrvaškem pokazala tMRCA najstarejših filogenetskih 
skupin v začetku 90-ih let. Takrat so zaznali tudi prisotnost variant z mutacijami povezanimi s 
primarno odpornostjo HIV, saj je imela največja filogenetska skupina s 53 osebami z odpornimi 
različicami HIV tMRCA okvirno v letu 1992 (Oroz in sod, 2019).  
 
7. Epidemija HIV v Sloveniji 
Slovenija sodi med države z razmeroma majhnim bremenom okužbe s HIV-1, z manj kot 1 odkrito 
HIV-pozitivno osebo na 1.000 prebivalcev. Prvi primer aidsa je bil uradno prijavljen junija leta 
1986 (Vidmar in sod., 1995). Konec leta 2018 naj bi po ocenah Nacionalnega inštituta za javno 
zdravje (NIJZ) v Sloveniji živelo nekaj manj kot 1000 oseb s HIV in med njimi 657 oseb s 
postavljeno diagnozo okužbe s HIV (Klavs in Kustec, 2019). V obdobju 2009–2018 se je letno 
število prijav okužbe s HIV gibalo med 35 (1,7/100.000 prebivalcev) in 59 (2,9/100.000 
prebivalcev), kar Slovenijo uvršča med države z najnižjo prijavno incidenco okužbe s HIV v 
Evropi. Ključna populacija izpostavljena višjemu tveganju za okužbo pri nas so MSM, ki so 
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je bil podtip B ugotovljen kot najpogosteje prisoten podtip v Sloveniji, in sicer je bil dokazan pri 
84 % oseb z okužbo odkrito med leti 1996–2005 in 89 % oseb z okužbo odkrito med leti 2005–
2010 (Babič in sod., 2006a; Lunar in sod., 2013). Med ne-B podtipi sta bila najpogosteje ugotovljena 
rekombinantna oblika CRF02_AG in podtip A. CRF02_AG so dokazali pri 6 % bolnikov z 
diagnosticirano okužbo med leti 1996–2005 in podtip A pri 6 % bolnikov diagnosticiranih med leti 
2005–2010 (Babič in sod., 2006a; Lunar in sod., 2013). 
Lastnosti epidemije HIV podtipa B v Sloveniji so bile predhodno že opisane v raziskavi oseb s 
potrjeno okužbo v letih 1996–2005. Filogenetska analiza je pokazala 3 filogenetske skupine s po 3-
5 osebami in dodatnih 11 parov, predvsem med MSM (79 %). Dejavniki, ki so bili statistično 
značilno povezani s pripadnostjo filogenetskim skupinam, so bili: okužba odkrita tekom ali po letu 
2003, diagnoza postavljena v času primarne okužbe s HIV, višja koncentracija celic CD4+ ob 
diagnozi HIV in okužba znotraj Slovenije (Babič in sod., 2006b). 
Razširjenost primarne odpornosti je znašala 4,7 % med posamezniki s prepoznano okužbo v 
obdobju 2005–2010; 0,7 % proti PI, 2 % proti NRTI in 2 % proti NNRTI. S tem je bila prevalenca 
primarne odpornosti v Sloveniji znatno pod evropskim povprečjem, zato se določanje odpornosti 
proti protiretrovirusnim zdravilom ne izvaja rutinsko za vse novoodkrite posameznike. Odpornost 
se določa le pri nosečnicah in pri osebah, za katere obstaja sum, da je do okužbe prišlo v tujini 
(Lunar in sod., 2013). Kljub temu je redno spremljanje primarne odpornosti v Sloveniji izjemnega 
pomena, saj mejimo na države z dokazano visokim deležem odpornih različic. Tako so na 
Hrvaškem ocenili delež primarne odpornosti v obdobju 2014–2017 na 16 %, predvsem na račun 
širjenja virusa s prisotno mutacijo T215S. Opazili so pojav odpornosti proti trem razredom zdravil 
pri 2 % oseb (Oroz in sod., 2019). Podobno so opisali razmeroma visok delež TDR na Madžarskem 
(11 %) in v severni Italiji (12 %) (Áy in sod., 2019; Andreis in sod., 2017). 
 
8. Cilji doktorske naloge in hipoteze 
V raziskavo smo želeli vključiti več kot polovico vseh novo odkritih HIV-pozitivnih oseb v 
Sloveniji v časovnem razponu več kot 15 let. V analizo smo vključili podatke pridobljene v sklopu 
predhodnih raziskav primarne odpornosti HIV proti protiretrovirusnim zdravilom. Z uporabo 
najsodobnejših spletnih orodij smo želeli določili podtipe in krožeče rekombinantne oblike ter 
dobljene rezultate potrditi s filogenetsko analizo. Opredeliti smo želeli najpomembnejše slovenske 
filogenetske skupine in prvi določiti domnevno leto začetka epidemije HIV v naši regiji in njene 
časovne lastnosti z upoštevanjem molekularne ure. Na podlagi podatkov iz podrobnih vprašalnikov 
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smo želeli opredeliti značilnosti posameznikov, ki so statistično povezane s pripadnostjo določenim 
filogenetskim skupinam in okužbo z določenim podtipom/CRF HIV. Izolatom HIV, ki bi jih 
opredelili kot potencialno nove URF, smo želeli določiti skoraj-celotno nukleotidno zaporedje 
virusnega genoma in tako prvič opisati nove rekombinantne oblike HIV v naši regiji. Pričakovali 
smo, da bomo nekaj izolatov opredelili kot potencialno nove URF in odkrili vsaj en nov CRF.  
 
Na osnovi zastavljenih ciljev smo postavili naslednje hipoteze:  
(i) podtip B je z več kot 85 % deležem najpogosteje prisoten podtip HIV-1 v Sloveniji, med ne-B 
podtipi je najpogosteje zastopan podtip A;  
(ii) v Sloveniji kroži več URF in nekaj CRF HIV-1; 
(iii) slovenski bolniki se razvrščajo v več večjih filogenetskih skupin, epidemija HIV poteka 
predvsem znotraj države oziroma ožje regije; 
(iv) med osebami okuženimi s podtipom B, ki so razvrščene v filogenetske skupine, je večji delež 
oseb z nedavno okužbo, osebe so se pogosteje okužile v Sloveniji in so imele ob diagnozi višjo 
koncentracijo limfocitov CD4+ kot osebe izven filogenetskih skupin;  
(v) s podtipom B se pogosteje okužijo osebe moškega spola, pogosteje se okužijo v Sloveniji in 
predvsem z istospolnimi stiki, medtem ko je pri ne-B podtipih najpogostejši način prenosa HIV s 
heteroseksualnimi stiki v tujini; 








V oklepaju je označeno poglavje, v katerem je bila metoda navedena. 
 
 Avtomatska izolacija nukleinske kisline HIV (1) 
 Verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) (1, 5) 
 Čiščenje pridelkov PCR (1, 5) 
 Sekvenčna reakcija (1) 
 Čiščenje pridelkov sekvenčne reakcije (1) 
 Določitev nukleotidnega zaporedja s pomočjo sekvenciranja po Sangerju (1) 
 Sestavljanje nukleotidnih zaporedij v enotno, končno zaporedje (1) 
 Določanje prisotnosti nadzornih mutacij povezanih z odpornostjo HIV na podlagi 
seznama »Surveillance drug resistance mutation (SDRM) list« (1) 
 Določanje klinično pomembnih mutacij povezanih z odpornostjo HIV z uporabo 
spletnega orodja univerze v Stanfordu (1)  
 Metode za določanje podtipa HIV-1 (REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool 
Version 2.0, REGA HIV Subtyping Tool Version 3.0, COMET HIV-1 1.0, jpHMM, 
SCUEAL, HIVdb: Genotypic Resistance Interpretation Algorithm, in Geno2pheno 
[resistance] 3.3) (1, 4, 5) 
 Iskanje podobnih/sorodnih nukleotidnih zaporedij v podatkovni bazi GenBank s pomočjo 
orodja BLAST (1, 4, 5) 
 Filogenetska analiza z metodo največjega verjetja (angl. maximum likelihood) s pomočjo 
orodja PHyML (1, 4, 5) 
 Vizualizacija filogenetskih dreves s pomočjo orodja FigTree (1, 4, 5) 
 Določanje nedavnih (incidenčnih) okužb s HIV s pomočjo testa Aware BED EIA HIV-1 
Incidence test (2, 3, 4) 
 Določanje nedavnih (incidenčnih) okužb s HIV na podlagi seroloških rezultatov (3)  
 Določanje nedavnih (incidenčnih) okužb s HIV s pomočjo testa LAg-Avidity assay (3)  
 Določanje nedavnih okužb s HIV s pomočjo določanja deleža mešanih nukleotidov v 
zaporedju pol (3) 
 Statistična analiza s pomočjo spletnega orodja Epi Info; Fisher exact test za kategorične 
podatke in t-statistika za kontinuirane podatke (2, 3, 4) 
 Statistična analiza s pomočjo orodja JASP; t-test (3) 
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 Izdelava krivulje ROC (angl. receiver operating characteristic) s pomočjo orodja MedCalc 
Statistical Software (3)  
 Poravnava nukleotidnih zaporedij z uporabo metode ClustalW, dostopne v paketu Bioedit 
(4) 
 Določitev najprimernejšega evolucijskega modela z uporabo orodja jModeltest (4) 
 Enostavna filogenetska analiza po metodi Neighbor Joining (NJ) v paketu Seaview (4) 
 Ocena časovnega signala nabora zaporedij s pomočjo orodja Path-O-Gen (4) 
 Filogenetska analiza in časovna umestitev nedavnega skupnega prednika (angl. time to the 
most recent common ancestor, tMRCA) z metodo Monte Carlo Markov chain (MCMC), 
dostopno v paketu BEAST (4) 
 Ocena ustreznosti parametrov dobljenih rezultatov analize MCMC s pomočjo orodja 
Tracer (4) 
 Združitev podvojenih rezultatov metode MCMC s pomočjo orodja LogCombiner (4) 
 Združitev vseh vzorčenih dreves metode MCMC v enotno drevo s pomočjo orodja 
TreeAnnotator (4) 
 Poravnava nukleotidnih zaporedij z uporabo metode MUSCLE, dostopne v paketu Mega, 
verzija X (5) 
 Iskanje podobnih/sorodnih nukleotidnih zaporedij s pomočjo orodja HIV BLAST search 
tool (5) 
 Določitev skoraj-celotnega zaporedja genoma HIV s pomočjo naslednje generacije 
sekvenciranja po metodi Gall in sod. (Gall in sod., 2012) (5) 
 Določitev koncentracije pomnožkov z metodo Qubit dsDNA HS Assay kit (5) 
 Priprava knjižnic s pomočjo kompleta Nextera DNA Flex (5) 
 Sekvenciranje na aparaturi Illumina MiSeq (5) 
 Sestavljanje datotek FastQ s pomočjo sosledja programskih orodij (cevovoda) SHIVER (5) 
 Karakterizacija novih kandidatnih URF z orodjem Simplot, ki omogoča določanje mest 
rekombinacije (5) 














Primarna odpornost HIV-1 v Sloveniji in njen vpliv na učinkovitost 
zdravljenja: obdobje 2011–2016 
 
HIV-1 transmitted drug resistance in Slovenia and its impact on predicted treatment 
effectiveness: 2011–2016 update 
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HIV-pozitivni posamezniki z dokazano primarno odpornostjo (angl. transmitted drug resistance, TDR) 
imajo večje tveganje za neuspeh protiretrovirusnega zdravljenja. V tej raziskavi smo želeli 
posodobiti prevalenco TDR v Sloveniji, opazovati prenose TDR med osebami in oceniti ali je 
potrebno uvesti določanje odpornih mutacij pri novoodkritih HIV-pozitivnih posameznikih v 
rutinsko obravnavo. 
Anonimne vprašalnike in delna nukleotidna zaporedja pol smo pridobili za 54,5 % (168/308) oseb 
z odkrito okužbo s HIV-1 med leti 2011 in 2016.  
Pri posamezniki smo najpogosteje zasledili podtip B pri 82,7 % (139/168), sledili so mu podtip A 
(8,3 %), podtip C (2,4 %) in CRF01_AE (1,8 %). Nadzorne mutacije povezane s primarno 
odpornostjo HIV smo odkrili pri štirih posameznikih (2,4 %), vsi so bili moški, ki imajo spolne 
odnose z moškimi (MSM), okuženi s podtipom B. Pri dveh osebah smo odkrili mutacijo K103N 
in posamično mutaciji T69D in T215D. Tako znaša celokupna razširjenost mutacij znotraj skupin 
zdravil 0 % za zaviralce virusne proteaze (PI), 1,2 % za nukleozidne zaviralce reverzne transkriptaze 
(NRTI) in 1,2 % za nenukleozidne zaviralce reverzne transkriptaze (NNRTI). Največji vpliv 
mutacij na občutljivost smo odkrili pri skupini NNRTI. Prenosa TDR znotraj države nismo zaznali, 
vendar smo opazili več novih vnosov HIV-1 v Slovenijo v zadnjih letih, verjetno na račun bolj 
tveganega vedenja med MSM. To posredno potrjuje večje število primerov sifilisa in podtip ne-B 
okužb v analiziranem obdobju. Tako obstaja večja verjetnost za vnos odporne različice HIV z 
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Longitudinalni trendi incidenčnih okužb z virusom HIV-1 v Sloveniji (1986–
2012), določeni z incidenčnim algoritmom 
 
Longitudinal trends of recent HIV-1 infections in Slovenia (1986–2012) determined using 
an incidence algorithm 
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Odgovor na vprašanje ali je porast v številu novih diagnoz okužbe s HIV na račun dejanskega 
porasta v številu okužb ali je posledica izboljšanega nadzora HIV je ključno pred uvedbo nacionalne 
strategije preprečevanja okužb HIV.  
Določili smo letne deleže nedavnih (incidenčnih) okužb med osebami s postavljeno diagnozo 
okužbe s HIV v Sloveniji v obdobju 27 let (1986–2012) z uporabo algoritma, ki vključuje 
informacijo o številu celic CD4 in virusno breme HIV ob diagnozi ter rezultat testa Aware BED 
EIA HIV-1 Incidence Test (BED).  
Raziskava je vključevala največji vzorec oseb s postavljeno diagnozo HIV tekom celotnega trajanja 
epidemije znotraj države/regije (71 %). Izmed 416 vključenih oseb je imelo 170 (40,9 %) oseb 
število celic CD4 manj kot 200 celic/mm3 in/ali virusno breme HIV-1 manj kot 400 kopij/ml, ki 
smo jih opredelili kot osebe s dolgotrajno, vzpostavljeno okužbo s HIV. Vzorce preostalih 246 
oseb smo dodatno testirali s testom BED in opredelili 23 % (97/416) oseb kot osebe z nedavno 
okužbo. Naslednje lastnosti oseb so bile statistično značilno povezane z nedavno okužbo: mlajše 
osebe, akutni retrovirusni sindrom, razred CDC A in različen od C, odsotnost aids-pridruženih 
bolezni, predhodno testiranje na HIV, višje virusno breme in število celic CD4. Trend deleža 
incidenčnih okužb je pokazal vrh v letu 2005 (47 %) in najnižjo točko v letu 2008 (12 %). Ta 
raziskava bi lahko pripomogla k vzpostavljanju periodičnega spremljanja incidence HIV s pomočjo 









Lunar M. Molekularna in filogenetska opredelitev slovenskih izolatov človeškega virusa imunske pomanjkljivosti. 











Lunar M. Molekularna in filogenetska opredelitev slovenskih izolatov človeškega virusa imunske pomanjkljivosti. 











Lunar M. Molekularna in filogenetska opredelitev slovenskih izolatov človeškega virusa imunske pomanjkljivosti. 












Lunar M. Molekularna in filogenetska opredelitev slovenskih izolatov človeškega virusa imunske pomanjkljivosti. 















Delež mešanih nukleotidov v zaporedju pol, določenim z rutinskim 
sekvenciranjem, je zanesljivo orodje za spremljanje trenda incidenčnih 
okužb virusa HIV v realnem času 
 
Sequence ambiguity determined from routine pol sequencing is a reliable tool for real-
time surveillance of HIV incidence trends 
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Prepoznavanje posameznikov z nedavno okužbo s HIV je ključnega pomena pri spremljanju 
dinamike epidemije HIV. Manjši delež mešanih nukleotidov (angl. sequence ambiguity, SA) v 
zaporedju je bil opisan kot obetajoč marker nedavne okužbe v predhodnih raziskavah. V tej 
raziskavi smo želeli raziskati uporabnost SA v zaporedju pol za rutinsko nacionalno spremljanje 
trenda nedavnih okužb HIV v realnem času. 
V raziskavo smo vključili 353 delnih nukleotidnih zaporedij pol oseb s postavljeno diagnozo 
okužbe s HIV v Sloveniji v obdobju 2000–2012. SA smo navajali kot odstotek mešanih 
nukleotidov. Posameznike smo opredelili kot nedavne okužbe glede na serološke rezultate HIV 
in/ali z uporabo komercialnega testa (test BED in/ali test LAg-Avidity). 
Določili smo naslednje povprečne vrednosti SA: 0,29 % med nedavnimi okužbami opredeljenimi 
s strani BED, 0,14 % med nedavnimi okužbami s strani LAg in 0,19 % med nedavnimi okužbami 
na podlagi seroloških rezultatov. Welchov t-test je pokazal signifikantno razliko v SA nedavnih in 
dolgotrajnih okužb (p < 0,001). Število celic CD4 ≤ 250 celic/mm3 je bilo signifikantno povezano 
z višjim SA (p < 0,001), medtem ko je bilo homo/biseksualno tvegano vedenje povezano z nižjim 
SA (p = 0,005). Krivulja ROC (angl. receiver operating characteristic curve) je imela največjo površino 
pod krivuljo (angl. area under the curve, AUC) (AUC = 0,896), ko smo za kazalnik nedavnih okužb 
uporabili test LAg-Avidity, kar je kazalo na najboljše ujemanje (občutljivost in specifičnost SA je 
bila 79 %). Z uporabo SA lahko pridobimo zanesljivo oceno trenda nedavnih okužb HIV, ne glede 
na izbrano mejno vrednost, vendar izgleda da so za Slovenijo ustreznejše nižje vrednosti.  
Naši rezultati kažejo, da SA lahko uporabljamo za spremljanja nedavnih okužb HIV v realnem 
času. Ta pristop je posebno ekonomičen v državah, kjer zaporedja pol že sicer rutinsko 
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Premostitev epidemiologije epidemije virusa HIV-1 podtipa B z nizko 
incidenco v Srednji Evropi s populacijsko genetiko 
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subtype B epidemic in Central Europe 
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Epidemijo HIV-1 v Sloveniji zaznamujejo določene značilnosti, zaradi katerih je idealen model za 
raziskovanje prenosa HIV-1. Epidemija prizadene predvsem moške, ki imajo spolne odnose z 
moškimi, večinoma jo povzroča podtip B (89 %), ima nizko prevalenco okužbe (manj kot 1/1000) 
in je počasi rastoča. V tej raziskavi smo želeli podrobno raziskati evolucijsko zgodovino in 
dejavnike prenosa HIV v Sloveniji. 
V raziskavo smo vključili 223 delnih nukleotidnih zaporedij HIV-1 gena pol nezdravljenih oseb, kar 
je predstavljalo 52 % oseb z diagnozo postavljeno v obdobju 13 let (2000–2012). Zaporedja smo 
analizirali skupaj z genetsko podobnimi zaporedji, pridobljenimi s pomočjo orodja BLAST. 
Združeni rezultati analize največjega verjetja in analize po Bayesu so pokazali 8 velikih filogenetskih 
skupin (n ≥ 10 oseb), 1 skupino s 4 osebami, 2 trojici in 12 parov. Le 43 (19,3 %) slovenskih 
posameznikov okuženih s podtipom B je bilo brez lokalne epidemiološke povezave, kar nakazuje 
na pretežno lokalizirane prenose HIV-1 v Sloveniji. Opazili smo več vnosov virusa v državo in 
obdobje obstoja skupnega prednika (angl. time to the most recent common ancestor, tMRCA) najstarejše 
filogenetske skupine postavili v pozna osemdeseta leta 20. stoletja s pomočjo analize po Bayesu 
izvedene na celotnem naboru zaporedij. Po drugi strani so tMRCA pridobljene na podlagi 
posamičnih analiz filogenetskih skupin podale precej bolj nedavne ocene. To nakazuje na 
nedoslednost pri analizi z uporabo molekularne ure. Predpostavljamo, da so nedoslednosti lahko 
na račun pospešitve evolucijske stopnje HIV-1 po vstopu v slovensko epidemijo, ki je modeli 
molekularne ure ne upoštevajo. Lahko so posledica nižje stopnje prenosa virusa v tem okolju, kar 
potrjuje tudi nizka stopnja rasti epidemije, ocenjena s pomočjo analize Bayesian skyline plot. 
Opazili smo več posameznih vnosov podtipa B HIV-1 v Slovenijo od poznih osemdesetih let dalje. 
Pri večini oseb smo opazili lokalno epidemiološko povezavo, kar kaže na zaprto HIV skupnost. 
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Identifikacija enkratnih rekombinantnih oblik HIV-1 v Sloveniji in njihova 
opredelitev z določitvijo skoraj-celotnega genoma 
 
HIV-1 unique recombinant forms identified in Slovenia and their characterization by 
near full-length genome sequencing 
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Raznolikost HIV lahko vpliva na različne vidike okužbe s HIV, od preprečevanja okužbe do 
postavitve diagnoze in spremljanja poteka okužbe, zato je spremljanje krožečih rekombinantnih 
oblik izrednega pomena (angl. Circulating Recombinant Forms, CRFs). V raziskavo smo vključili nabor 
delnih nukleotidnih zaporedij gena pol, ki smo jih pridobili iz vzorcev posameznikov s postavljeno 
diagnozo okužbe s HIV med leti 2000 in 2016 v Sloveniji. Zaporedjem smo najprej določili podtip 
HIV in izbrali vzorce, ki so najverjetneje enkratne rekombinantne oblike (angl. Unique Recombinant 
Form, URF), katerim smo nato določili skoraj-celotno zaporedje genoma HIV in ga opredelili. 
Neujemanje rezultatov določanja podtipa HIV smo zasledili pri 68/387 (17,6 %) zaporedij. Dvajset 
zaporedij smo opredelili kot potencialne URF in jim poskušali določiti zaporedje genoma. Pridobili 
smo 11 skoraj-celotnih genomov HIV in dve zaporedji z dolžino > 7.000 baznih parov. Sedem 
zaporedij smo opredelili kot »čiste« podtipe HIV ali CRF: podtip B (n = 5), pod-podtip A6 (n = 1) 
in CRF01_AE (n = 1). Preostalih šest zaporedij smo opredelili kot URF; pri štirih smo opazili le 
en dogodek rekombinacije, dve zaporedji pa sta imeli kompleksno sestavo in je njun genom 
vključeval več različnih podtipov in CRF. Tri zaporedja smo prepoznali kot epidemiološko 
pomembna in bi jih lahko v nadaljnjih raziskavah opredelili kot nove CRF. Naša raziskava kaže na 
to, da lahko tudi v okolju, kjer je razmeroma majhna raznolikost sevov HIV, prepoznamo nove 
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Pregled in sklepne misli 
 
 
PREGLED IN SKLEPNE MISLI 
 
Razširjenost podtipov HIV-1 v Sloveniji 
Pri posameznikih z odkrito okužbo s HIV v obdobju 2011–2016 smo najpogosteje zasledili podtip 
B, pri 82,7 % (139/168), sledili so mu podtip A (8,3 %), podtip C (2,4 %) in CRF01_AE (1,8 %). 
Še večji delež podtipa B smo zasledili med MSM (87 %). Dve tretjini oseb okuženih s podtipom 
ne-B je poročalo heteroseksualni način prenosa, za razliko od le 11 % oseb okuženih s podtipom 
B. Poleg tega smo okužbo s podtipom ne-B zasledili statistično značilno pogosteje med ženskami 
in imigranti in med osebami, ki so navajale okužbo znotraj partnerskega razmerja. Po drugi strani 
smo podtip B odkrili značilno pogosteje pri moških, osebah s slovensko narodnostjo in osebah, ki 
so poročale homo/biseksualni način okužbe. Podobno so opazili v veliki evropski raziskavi, kjer 
so podtip B zasledili statistično značilno pogosteje med MSM, kot med IUD in osebami, ki so se 
okužile heteroseksualno. Po mnenju raziskovalcev pričakujemo v bližnji prihodnosti vnos različnih 
podtipov ne-B v Evropo (Abecasis in sod., 2013). Porast ne-B podtipov v lokalni populaciji novo 
odkritih oseb smo opazili tudi pri nas, tako so bili v obdobju 2000–2005 podtipi ne-B med MSM 
dokazani v 2,5 %, za razliko od 6,2 % v obdobju 2011–2016 (Lunar in sod., 2013). Ob tem je bil 
sifilis naveden skoraj izključno le pri osebah s podtipom B.  
 
Primarna odpornost HIV-1 v Sloveniji 
HIV-pozitivni posamezniki z dokazano primarno odpornostjo (angl. transmitted drug resistance, TDR) 
imajo večje tveganje za neuspeh protiretrovirusnega zdravljenja. V raziskavo določanja razširjenosti 
TDR v Sloveniji smo vključili 55 % oseb z odkrito okužbo s HIV-1 med leti 2011 in 2016, kar je 
predstavljalo reprezentativen vzorec. Nadzorne mutacije SDRM povezane s primarno odpornostjo 
HIV smo odkrili pri štirih posameznikih (2,4 %). Pri dveh osebah smo odkrili mutacijo K103N in 
posamično mutaciji T69D in T215D. Tako je znašala celokupna razširjenost mutacij 0 % za skupino 
zaviralcev virusne proteaze (PI), 1,2 % za skupino nukleoz(t)idnih zaviralcev reverzne transkriptaze 
(NRTI) in 1,2 % za skupino nenukleozidnih zaviralcev reverzne transkriptaze (NNRTI). Največji 
vpliv mutacij na občutljivost smo odkrili pri skupini NNRTI. Vsi posamezniki s SDRM so bili 
MSM, okuženi s podtipom B. Predhodne študije so pokazale višjo prevalenco TDR med MSM, v 
primerjavi z injicirajočimi uživalci prepovedanih drog (IUD) in osebami, ki so se okužile preko 
heteroseksualnega prenosa (Pham in sod., 2014). Te povezave v naši raziskavi nismo uspeli 
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statistično potrditi, najverjetneje zaradi majhnosti vzorca. Kljub temu, da je bilo v obdobju 2011–
2016 prisotnih več izolatov podtipa ne-B (17 %), kot v predhodni raziskavi (11 % v obdobju 2005–
2010), smo mutacije povezane s TDR odkrili pri izključno izolatih podtipa B (Lunar in sod., 2013). 
V raziskavi Hofstra in sod. (2016) so odkrili višjo prevalenco TDR med izolati podtipa B na račun 
mutacij NRTI. Predpostavljali so, da višja prevalenca TDR ni zaradi posebnih značilnosti sevov 
podtipa B, temveč je odraz dolgoletne izpostavljenosti podtipa B zdravilom NRTI in manj 
učinkoviti NRTI-monoterapiji pred uvedbo kombiniranega zdravljenja HIV (Hofstra in sod., 
2016). V naši raziskavi smo odkrili enak odstotek mutacij povezanih z odpornostjo proti NRTI in 
NNRTI (1,2 %), vendar smo odkrili največji vpliv mutacij na občutljivost virusa na zdravila iz 
skupine NNRTI.  
Prenosa TDR znotraj države nismo zaznali, vendar smo opazili več novih vnosov HIV-1 v 
Slovenijo v zadnjih letih, verjetno na račun bolj tveganega vedenja med MSM. To posredno potrjuje 
večje število primerov sifilisa in podtip ne-B okužb v analiziranem obdobju. Tako obstaja večja 
verjetnost za vnos odporne različice HIV z dobrim potencialom širjenja v bližnji prihodnosti, zato 
je spremljanje TDR bistvenega pomena.  
Odkrili smo za polovico manj primarne odpornosti HIV in manj visoko-odpornih različic HIV kot 
v obdobju 2005–2010, zato trenutno smatramo, da nacionalne strategije rutinskega testiranja 
novoodkritih oseb na prisotnost mutacij povezanih s TDR ni potrebno spreminjati. Trenutno 
dokazujemo primarno odpornost le pri nosečnicah in pri osebah, za katere obstaja sum okužbe v 
tujini (Lunar in sod., 2013).  
 
Nedavni (incidenčni) primeri okužbe med novoodkritimi diagnozami HIV-1 v Sloveniji 
Prepoznavanje posameznikov z nedavno okužbo s HIV je ključnega pomena pri spremljanju 
dinamike epidemije HIV. Nedavne okužbe smo opredeljevali na dva načina. 
S prvim pristopom smo nedavne okužbe opredeljevali s pomočjo algoritma, ki je vključeval število 
celic CD4+ in virusno breme ob diagnozi HIV ter test BED (Aware BED EIA HIV-1 Incidence 
Test). Slednji omogoča dokaj natančno razločevanje med nedavno okužbo (okužbo znotraj 155 dni 
pred datumom odvzema testiranega vzorca krvi) in dolgotrajno okužbo (preteklo vsaj 155 dni od 
okužbe s HIV). V predhodnih raziskavah so ugotovili večje število lažnih nedavnih okužb s testom 
BED med osebami, ki so imele število celic CD4 manj kot 200 celic/mm3 in virusno breme HIV 
manj kot 400 kopij/ml, zato smo te osebe v sklopu algoritma že predhodno opredelili kot osebe z 
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prisotnosti incidenčnih oz. nedavnih okužb med novoodkritimi osebami v Sloveniji je bilo 
vključenih 71 % vseh HIV-pozitivnih oseb, odkritih do konca leta 2012. Takšen pristop je časovno 
in cenovno ugoden za države, kjer imajo podobno organizacijo kot pri nas. Glede na naše rezultate 
smo ocenili, da bi bilo dodatno testiranje s testom BED potrebno le za 50–70 % novoodkritih 
oseb. 
Raziskava je pokazala, da je ob postavitvi diagnoze okužbe s HIV 23 % oseb takšnih, ki so se 
okužile nedavno (v zadnjih petih mesecih). Osebe z nedavno okužbo so v primerjavi z osebami z 
dolgo trajajočo okužbo imele statistično značilno pogosteje izražene simptome akutnega 
retrovirusnega sindroma, so bile mlajše, so bile pogosteje odkrite znotraj faze A in ne C po kriterijih  
CDC, ob diagnozi niso imele prisotnih znakov bolezni aids, so se v preteklosti pogosteje testirale 
na okužbo s HIV in so imele ob diagnozi višje virusno breme HIV in število celic CD4. Statistično 
značilne razlike v deležu nedavnih okužb med različnimi tveganimi vedenji nismo opazili, 
najverjetneje na račun majhnosti vzorca. Opazili smo le težnjo za več nedavnih okužb med MSM 
(25 %) za razliko od heteroseksualnega prenosa HIV (15 %).  
Opazili smo naraščajoč trend nedavnih okužb od leta 1996 do vrha v letu 2005, kar lahko 
obrazložimo z naraščajočo ozaveščenostjo populacije o epidemiji HIV in izboljšave v dostopnosti 
testiranja na HIV v tem obdobju v Sloveniji. Sledil je padec nedavnih okužb s statistično značilno 
razliko v deležu nedavnih okužb z vrhom v letu 2005 (47 %) in padcem v letu 2008 (12 %), ki je 
sovpadal s porastom novih diagnoz HIV v tem obdobju. To si lahko razlagamo z uspešnim delom 
na področju preprečevanja okužbe s HIV in pogostejšim testiranjem, ki je pripeljalo do odkritja 
HIV-pozitivnih oseb z dolgotrajno okužbo.  
Drugi pristop je vključeval analizo predhodno pridobljenih delnih nukleotidnih zaporedij pol. 
Manjši delež mešanih nukleotidov (angl. sequence ambiguity, SA) v zaporedju je bil opisan kot 
obetajoč marker nedavne okužbe v predhodnih raziskavah. V tej raziskavi smo želeli raziskati 
uporabnost SA v zaporedju pol za rutinsko nacionalno spremljanje trenda nedavnih okužb HIV v 
realnem času. V raziskavo smo vključili 353 delnih nukleotidnih zaporedij pol oseb s postavljeno 
diagnozo okužbe s HIV v Sloveniji v obdobju 2000–2016. SA smo navajali kot odstotek mešanih 
nukleotidov v zaporedju pol. Posameznike smo predhodno opredelili kot nedavne okužbe glede 
na serološke rezultate HIV in/ali z uporabo komercialnega testa (test BED in/ali test LAg-
Avidity). Določili smo naslednje povprečne vrednosti SA: 0,29 % med nedavnimi okužbami 
opredeljenimi s strani BED, 0,14 % med nedavnimi okužbami s strani LAg in 0,19 % med 
nedavnimi okužbami na podlagi seroloških rezultatov. Welchov t-test je pokazal signifikantno 
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razliko v SA nedavnih in dolgotrajnih okužb (p < 0,001). Število celic CD4 ≤ 250 celic/mm3 je 
bilo signifikantno povezano z višjim SA (p < 0,001), medtem ko je bilo homo/biseksualno tvegano 
vedenje povezano z nižjim SA (p = 0,005). To je verjetno odraz pogostejšega testiranja med MSM, 
za razliko od drugih rizičnih skupin. Z uporabo SA smo opazovali trend nedavnih okužb HIV po 
času v Sloveniji, ki je sovpadal z deležem nedavnih okužb, ocenjenim s serološkimi pristopi. Naši 
rezultati kažejo, da SA lahko uporabljamo za spremljanje nedavnih okužb HIV v realnem času. Ta 
pristop je posebno ekonomičen v državah, kjer zaporedje pol že sicer rutinsko sekvencirajo pri 
vseh osebah ob postavitvi diagnoze HIV. 
 
Molekularna epidemiologija podtipa B v Sloveniji 
Epidemiologijo podtipa B HIV-1 v Sloveniji smo raziskovali na podlagi delnih nukleotidnih 
zaporedij gena pol oseb z odkrito okužbo s HIV v obdobju 13 let (2000–2012). Odkrili smo, da je 
le manjši delež oseb (19,3 %), pri katerih nismo odkrili filogenetske povezave s vsaj še eno 
slovensko osebo. Večina posameznikov (65,5 %) je pripadala večjim filogenetskim skupinam (n ≥ 
10). Naši rezultati tako potrjujejo predhodno raziskavo, kjer so odkrili, da je v Evropi večina okužb 
s HIV-1 pridobljenih znotraj države (Frentz in sod., 2013).  
Naslednji dejavniki so bili statistično značilno povezani s pripadnostjo oseb velikim filogenetskim 
skupinam: (i) osebe so navedle Slovenijo kot državo, kjer so se najverjetneje okužile s HIV, (ii) 
diagnoza okužbe s HIV je bila postavljena po letu 2004, (iii) pri osebah nismo odkrili mutacij 
povezanih z odpornostjo HIV. Prvi dejavnik smo pričakovali, saj to kaže na lokalizirano epidemijo. 
Drugi dejavnik lahko obrazložimo s tem, da se je okoli leta 2004 v Sloveniji ustvaril dovolj velik 
nabor HIV-pozitivnih oseb, ki je nato botroval k lokalno pridobljeni okužbi in je postala okužba 
znotraj države bolj verjetna od okužbe v tujini. Po drugi strani lahko več nedavnih diagnoz znotraj 
filogenetskih skupin pojasni tudi sama definicija filogenetske skupine. Namreč, filogenetske 
skupine oseb z nedavno okužbo bodo preferenčno izbrane pred skupinami oseb z dolgotrajno 
okužbo, saj se pri nedavnih okužbah med sevi akumulira manj mutacij in bo s tem statistična 
podpora filogenetskih skupin višja. Tretja ugotovitev je bila, da večina oseb z odkrito TDR ni 
pripadala filogenetskim skupinam, kar kaže na to, da je večina TDR pridobljena v tujini. To podpira 
trenutno strategijo rutinskega testiranja na prisotnost mutacij povezanih s TDR vseh novoodkritih 
HIV-pozitivnih oseb, ki so se okužile v tujini. Po drugi strani bi to lahko pojasnili z nižjo stopnjo 
razmnoževanja in prenosa virusa, ki nosi mutacije TDR. Pričakovali smo, da bomo znotraj velikih 
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osebe z nedavno okužbo, določeno s strani incidenčnega algoritma, osebe z višjo koncentracijo 
celic CD4 in višjim virusnim bremenom, vendar statistično značilne povezave nismo ugotovili. 
Več kot polovica velikih filogenetskih skupin je vključevala le posameznike moškega spola in dve 
filogenetski skupini le posameznike iz skupine MSM. Po drugi strani so tri filogenetske skupine, ki 
so vključevale le moške posameznike, vsebovale tudi moške, ki so navajali heteroseksualni prenos 
HIV. Tako bi pričakovali, da bodo znotraj omenjenih filogenetskih skupin tudi ženske. Njihovo 
odsotnost lahko pojasnimo z pomanjkljivim vzorčenjem ali s prikrivanjem MSM identitete na račun 
stigme. Slednje so opisali v raziskavi Hue in sod. (2014), kjer so opazili 1–11 % lažnega poročanja 
heteroseksualnega prenosa HIV med MSM (Hue in sod., 2014). Večina heteroseksualnih prenosov 
je bila omejena na manjše filogenetske skupine brez nadaljnjega širjenja okužbe, kar nakazuje na to, 
da je večji del slovenske epidemije na račun prenosa HIV med MSM. 
Za razliko od raziskave filodinamike podtipa B za obdobje 2000–2012, smo v raziskavo primarne 
odpornosti vključili dodatna nukleotidna zaporedja HIV oseb z odkrito okužbo v letih 2013–2016. 
Na filogenetskem drevesu smo tokrat opazili več mešanih narodnosti znotraj velikih filogenetskih 
skupin. Kar polovica »pretežno slovenskih skupin« je vsebovala tudi zaporedja pridobljena v drugih 
državah. Opazili smo širjenje okužbe HIV iz Slovenije v Srbijo, Nemčijo in na Češko. Zaznali smo 
rast vseh velikih slovenskih filogenetskih skupin in dodatno skupino, ki je vključevala le slovenske 
izolate in je verjetno vstopila v slovenski prostor v zadnjih petih letih. 
Z upoštevanjem molekularne ure smo z analizo po Bayesu dokazali več posameznih vnosov virusa 
v državo po letu 1986. Ravno leto 1986 je bilo leto, ko je bil v Sloveniji odkrit prvi bolnik z aidsom, 
kar kaže na ujemanje pridobljene ocene tMRCA s pomočjo analize po Bayes-u z epidemiološkimi 
podatki. 
Opazili smo porast efektivne populacije v letu 2003 na podlagi analize populacijske rasti največje 
filogenetske skupine, kar kaže na to, da so okužbe v tistem času pomembno prispevale k epidemiji 
HIV-a v Sloveniji. To potrjuje tudi naše dognanje, da so bili osebki znotraj velikih filogenetskih 
skupin statistično pomembno povezani z diagnozo postavljeno po letu 2004. Zanimivo, v letu 2005 
je bila incidenca novih diagnoz HIV 3-krat večja kot leta 2003.   
Zaznali smo več kot 10-krat višjo stopnjo substitucij v slovenskih zaporedjih HIV-1, kot 
predhodno opisano za gen pol podtipa B (0,001 substitucij/pozicijo/leto) (Abecasis in sod., 2009). 
Če to združimo z našo ugotovitvijo nizke stopnje rasti epidemije, ocenjene s pomočjo analize 
Bayesian skyline plot, je to v skladu z dognanjem, da se evolucijska stopnja HIV-a upočasni, ko se 
stopnja epidemije poveča. Znano je namreč, da ob siloviti epidemiji, kjer so vir okužb predvsem 
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osebe z nedavno okužbo in imunski sistem še ni imel večjega vpliva na virus (manj selekcijskega 
pritiska na virus), bo virus pridobil manj mutacij (Maljkovic Berry in sod., 2007). Višja mutacijska 
stopnja slovenskih sevov tako nakazuje na počasno epidemijo, kjer so gonilo predvsem 
posamezniki v kasnejši fazi okužbe. 
 
Opredelitev novih rekombinantnih oblik virusa HIV-1 v Sloveniji  
Raznolikost HIV lahko vpliva na različne vidike okužbe s HIV, od preprečevanja okužbe do 
postavitve diagnoze in spremljanja poteka okužbe, zato je pomembno spremljanje krožečih 
rekombinantnih oblik, t. i. CRF. V raziskavo smo vključili 387 delnih nukleotidnih zaporedij gena 
pol, ki smo jih pridobili iz vzorcev posameznikov s postavljeno diagnozo okužbe s HIV med leti 
2000 in 2016 v Sloveniji. Zaporedjem smo najprej določili podtip HIV z uporabo sedmih različnih 
spletnih orodij. Neujemanje rezultatov orodij za določanje podtipa HIV oz. CRF smo zasledili pri 
18 % zaporedij (n = 68). Na podlagi filogenetske analize, v katero smo vključili 68 potencialnih 
URF skupaj z referenčnimi zaporedji podtipov in CRF, smo določili dvajset zaporedij kot 
najverjetnejše URF in jim poskušali določiti zaporedje genoma. Pridobili smo 11 skoraj-celotnih 
genomov HIV in dve zaporedji z dolžino > 7.000 baznih parov. Sedem zaporedij smo opredelili 
kot »čiste« podtipe HIV ali CRF: podtip B (n = 5), pod-podtip A6 (n = 1) in CRF01_AE (n = 1). 
Epidemija HIV je v Sloveniji predvsem na račun podtipa B, zato tudi ni presenetljivo, da je bilo 25 
od 68 zaporedij z dvomljivim rezultatom tipizacije dejansko na račun morebitne rekombinacije 
podtipa B. Vseh 5 vzorcev, ki smo jim v nadaljevanju določili skoraj-celotni genom HIV, smo 
opredelili kot »čisti« podtip B.  
Preostalih šest zaporedij smo opredelili kot URF; pri štirih smo opazili le en dogodek 
rekombinacije, dve zaporedji pa sta imeli kompleksno sestavo in je njun genom vključeval več 
različnih podtipov, CRF in regij neznanega izvora. Po pregledu genske banke smo tri zaporedja 
prepoznali kot epidemiološko pomembna in bi jih lahko v nadaljnjih raziskavah opredelili kot nove 
CRF. Natančneje, rekombinanto CRF19_cpx in verjetno še neznane rekombinante podtipa B, 
podtipa G in podtipa A, sorodne CRF20_BG, smo zasledili pri treh slovenskih posameznikih, eden 
izmed njih je navajal verjetno okužbo v Italiji. Našli smo še eno zelo podobno zaporedje iz Španije. 
Rekombinanti CRF19_cpx in CRF20_BG izvirata s Kube, kjer sta prisotni v razmeroma visokih 
deležih (CRF19_cpx v 24 % in CRF20, 23, 24_BG v 23 %) in tako bi lahko sklepali, da tudi naša 
opisana rekombinanta izvira s Kube (Machado in sod., 2019). Po drugi strani se je CRF19_cpx 
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Galindo in sod., 2015; González-Domenech in sod., 2018; Pérez-Parra in sod., 2018). Zaskrbljujoč 
je podatek o hitrem napredovanju bolezni med kubanskimi osebami okuženimi s CRF19_cpx. 
Bolniki so imeli višje virusno breme ob diagnozi, aids je nastopil v treh letih po okužbi, virus pa je 
pogosteje uporabljal koreceptor CXCR4 (Kouri in sod., 2015).  
Rekombinanto podtipa A in podtipa K smo zasledili pri dveh slovenskih osebah, ob tem smo 
odkrili podobna zaporedja iz Nigerije in Kameruna, kar kaže na epidemiološki pomen te 
rekombinante. Zanimivo, zaporedje podtipa A, ki je glavni sestavni del te rekombinante, izkazuje 
visoko podobnost CRF09_cpx in CRF45_cpx, obe so v predhodni raziskavi pokazali v kontekstu 
arhaičnega podtip A (Delatorre in sod., 2016).  
Rekombinanto CRF56_cpx in podtipa B smo opredelili kot verjetno CRF, saj smo odkrili več 
podobnih zaporedij iz Turčije. CRF56_cpx je bil sicer prvič opisan med mladimi MSM iz Francije 
in podobna zaporedja na Cipru in v Grčiji, kar nakazuje na izvor teh sevov v vzhodnem Mediteranu 
(Leoz in sod., 2013).  
Naša raziskava kaže na to, da lahko tudi v okolju, kjer je razmeroma majhna raznolikost sevov 
HIV, prepoznamo nove CRF. V ta namen so Rogers in sod. (2017) predlagali spremembo 
nomenklature HIV, ki naj bi vključevala le epidemiološko pomembne CRF (Rodgers in sod., 2017). 
Kljub temu je težko napovedati, katere CRF bodo dosegle epidemiološko relevantnost, zato je 
njihovo spremljanje vendarle pomembno. Na primer, CRF14_BG in CRF19_cpx so povezovali s 
hitrejšim napredovanjem bolezni v aids in smrt, kar nakazuje na visoko patogenost in virulenco teh 
sevov (Bártolo in sod., 2009; Kouri in sod., 2015). Poleg tega se variante HIV razlikujejo v stopnji 
prenosa, lahko vplivajo na občutljivost diagnostičnih testov in na učinkovitost zdravljenja HIV in 
cepiv, kar podpira aktivno spremljanje rekombinantnih oblik HIV (Hemelaar in sod., 2012).   
 
Zaključki 
 Potrdili smo hipotezo, da je podtip B najpogosteje prisoten podtip HIV-1 v Sloveniji, med 
ne-B podtipi je bil najpogosteje zastopan podtip A.  
 Potrdili smo hipotezo, da se s podtipom B pogosteje okužijo osebe moškega spola, 
pogosteje se okužijo osebe slovenske narodnosti in predvsem z istospolnimi stiki, medtem 
ko je pri ne-B podtipih najpogostejši način prenosa HIV s heteroseksualnimi stiki.  
 Potrdili smo hipotezo, da je večina posameznikov s podtipom B pripadalo večjim 
filogenetskim skupinam in da so osebe v filogenetskih skupinah pogosteje navedle 
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Slovenijo kot državo, kjer so se najverjetneje okužile s HIV, kar kaže na lokalizirano 
epidemijo.  
 Hipotezo, da bomo znotraj velikih filogenetskih skupin pogosteje zasledili osebe z nedavno 
okužbo in bodo osebe imele višjo koncentracijo limfocitov CD4+ ob diagnozi kot osebe 
izven filogenetskih skupin, smo ovrgli.  
 Nadzorne mutacije povezane s primarno odpornostjo HIV smo odkrili pri štirih 
posameznikih (2,4 %), za polovico manj kot v obdobju 2005–2010, zato trenutno 
smatramo, da nacionalne strategije rutinskega testiranja novoodkritih oseb na prisotnost 
mutacij povezanih s TDR ni potrebno spreminjati. 
 Pričakovali smo, da bomo z upoštevanjem molekularne ure ocenili, da se je epidemija HIV 
v Sloveniji začela v poznih sedemdesetih letih prejšnjega stoletja, vendar smo začetke 
slovenske epidemije postavili v pozna osemdeseta leta.  
 Dvajsetim zaporedjem, ki smo jih opredelili kot potencialne URF, smo poskušali določiti 
zaporedje genoma. Pridobili smo 13 skoraj-celotnih genomov HIV. Sedem zaporedij smo 
opredelili kot »čiste« podtipe HIV ali CRF, preostalih šest zaporedij smo opredelili kot 
URF. Tri zaporedja smo prepoznali kot epidemiološko pomembna in bi jih lahko v 
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